YE DE COOPERATION 



5"^ I C^L* 

m , •n.^dlo^ JB 7 JUL 2&Q5 T 

(12) DEMAJVD^^ERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TllSk 

EN MATEERE DE BREVETS (PCT) 

(19) Organisation MondiaJe de la Propria 
IntelJectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
19 aout 2004 (19.08.2004) 




IIII 


11 


inn 


iiiDiiiii 


linn 


miioiiiu 



PCT 



(10) Num£ro de publication internationale 

WO 2004/069279 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

A61K 47/42, C12N 15/87 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2003/003951 

(22) Date de depot international : 

31 dgcembre 2003 (31.12.2003) 



(25) Langue de depot : 

(26) Langue de publication : 



francais 
francais 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

03/00093 7 janvier 2003 (07.0 1 .2003) 



FR 



(71) Deposants (pour tous les Etats designes sauf US) : 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIEN- 
TIFIQUE [FR/FR]; 3, rue Michel-Ange, F-75016 Paris 
(FR). ECOLE NORMALE SUPERIEURE [FR/FR]; 45, 
rue dUlm, F-75230 Paris Cedex 05 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : PROCHI- 
ANTZ, Alain [FR/FR]; 8, rue Marie-Pape Carpantier, 
F-75006 Paris (FR). DUPONT, Edmond [FR/FR]; 46, 
rue du Fer a Moulin, F-75005 Paris (FR). JOLIOt! 
Alain [FR/FR]; 34, rue des Citeaux, F-75012 Paris (FR). 
TREMBLEAU, AJain [FR/FR]; 43, rue de la Sabliere, 
F-95330 Yerres (FR). VOLOVITCH, Michel [FR/FR]; 
107, rue Monge, F-75005 Paris (FR). 



(74) Mandataires : VIALLE-PRESLES, Marie Jose etc.; 
Cabinet Ores, 36, rue de Saint-P£tersbourg, F-75008 Paris 
(FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL. AM, AT, AU AZ 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU,' CZ,' 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, 
GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, IP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, 
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, 
MX, MZ, NT, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO RU SC 
SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, Tz/uA,' 
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES FI 
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, SI, Sk! 
TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, 
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

avec rapport de recherche internationale 
— avant I 'expiration du delai prevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont re- 
cues 

En ce qui conceme les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



OS 



(54) Title: COMPOSITION FOR INTRACELLULAR TRANSPORT OF BIOLOGICAL PARTICLES OR MACROMOLECULES 



COMPOSITION POUR LE TRANSPORT INTRACELLUL AIRE DE MACROMOLECULES 



OU PARTICULES BIO- 



fS (54) Titre : 

On logiques 

^ (57) Abstract: The invention relates to a composition comprising a macromolecule or particle having one or several hvdroohobic 

O (57) Abrt *« j LWntion conceme une composition comprenant une macromolecule ou une particule presentant fc sa surface un 

£ oour inZ 5 Hydroph ° beS : SUr ,6 < S * Ue, < s > es ' adso ^ au moins un peptide transducer. Ce JcompS ion es 

^ pour introduire ladite macromolecule ou particule dans des cellules vivantes. P"»»«n esi uuiisaoie 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 2004/069279 



1 



PCT/FR2003/003951 



COMPOSITION POUR LE TRANSPORT INTRACELLULAR DE 
MACROMOLECULES OU PARTICULES BIOLOGIQUES . 

La presente invention est relative a de nouveaux 
moyens de transfert intracellular de macromolecules ou de 
particules d' interet . 

L' importation de macromolecules, et notamment de 
polynucleotides ou de proteines, dans des cellules animales 
vivantes constitue une approche de base, aussi bien pour la 
recherche fondamentale que dans le cadre de diverses 
applications, par exemple en therapie genique. 

L'une des difficultes majeures de cette approche 
resulte de la necessite de transporter ces macromolecules a 
travers la membrane cellulaire. 

Ce probleme a fait l'objet de nombreuses 
recherches, qui ont abouti a la mise au point de differentes 
methodes de transfert intracellulaire et de differents types 
de vecteurs . 

Ainsi, 1' introduction de polynucleotides dans les 
cellules repose actuellement pour l'essentiel sur des 
techniques de transfection (phosphate de calcium, 
electroporation) , de lipofection (liposomes, lipides charges) 
ou d' infection virale (lentivirus, adenovirus, virus de 
1' herpes, etc.) ou sur 1 'utilisation de nanoparticules . 

Plus recemment, il a ete propose d'utiliser des 
peptides transducteurs. On designe sous ce terme des peptides 
comprenant, ou constitues par, une sequence denommee 
" domaine de transduction " leur conferant la capacite de 
penetrer a l'interieur d'une cellule vivante, independamment 
de la presence de transporteurs ou de recepteurs specif iques. 

Des articles de revue concernant les peptides 
transducteurs ont ete publies recemment par LIDGREN et al . , 
TiPS, 21, 99-102, (2000) ; SCHWARZE et DOWDY TiPS, 21, 45-48^ 
(2000) ; SCHWARZE et al. Trends Cell. Biol., 10, 290-295,' 
(2000) ; PROCHIANTZ Current Opinion in Cell Biology, 12, 400- 
406, (2000) ; Cell-Penetrating Peptides. Processes and 
applications. Ed. Ulo Langel. CRC Press (2002). 
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A titre d'exemples de peptides transducteurs, on 
citera en particulier : 

- les penet ratines, qui sont des peptides derives 
de la troisieme helice d'un homeodomaine ; des peptides de la 
famille des penetratines sont decrits par exemple dans les 
publications de JOLIOT et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 
1864-1868, (1991) ; DEROSSI et al. J. Biol. Chem. , 269, 14' 
10444-10450, (1994) ; BRUGIDOU et al. Biophys. Biochem. Res. 
Com., 214, 685-693, (1995), ainsi que dans le Brevet US 
5888762, le Brevet US 6080724, ou la Demande PCT 
WO 00/01417 ; 

- les peptides derives de la proteine Tat de 
HIVl, et en particulier du fragment 48-60 de ladite 
proteine ; de tels peptides sont decrits par exemple par 
FAWELL et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 91, 664-668, 
(1994) ou par VIVES et al. J. Biol. Chem., 272, 16010-16017 
(1997). 

- les peptides derives de la proteine VP22 de 
HSV ; de tels peptides sont decrits par exemple par ELLIOTT 
et O'HARE Cell, 88, 223-233, (1997) ; 

- des peptides derives d' une sequence signal 
conjuguee a une sequence de localisation nucleaire ; de tels 
peptides sont decrits par exemple par LIN et al. J. Biol 
Chem., 270, 14255-14258, (1995) ; J. Biol. Chem., 271, 5305- 
5308, (1996), LIU et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93 
11819-11824, (1996), MORRIS et al. Nucleic Acids Res., 25, 
2730-2736, (1997), CHALOIN et al. Biochemistry, 36, 11179- 
11187, (1997) ; Biochem. Biophys. Res. Commun. , 243, 601-608 
(1998), ZHANG et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 9184- 
9189, (1998) ; 

- les transportanes qui sont derives d'une fusion 
entre une portion d'un neuropeptide, la galanine, et un 
peptide du venin de guepe POOGA et al. f FASEB J., 12, 67-77, 
(1998) ; Ann. New York Acad. Sci., 863, 450-453, (1998). 

Les peptides transducteurs peuvent importer dans 
des cellules vivantes, notamment des cellules animales, des 
molecules ou complexes moleculaires de nature variee (acides 
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nucleiques, proteines, peptides /acides nucleiques, analogues 
de nucleotides, liposomes) . 

Ces molecules ou complexes moleculaires sont 
habituellement designes sous le terme general de " cargos ". 

II a ete rapporte que certains peptides 
transducteurs pouvaient importer des cargos de taille 
importante . 

Ainsi, LEWIN et al. (Nat. Biotech, 18, 410-414, 
2000) ont conjugue un derive du peptide transducteur TAT 48- 
60 a des nanoparticules constitutes d'un noyau d' oxyde de fer 
enrobe d'une enveloppe de dextrane, et ont observe que les 
nanoparticules ainsi modifiees (de diametre 45 nm) etaient 
importees dans des cellules vivantes. 

EGUCHI et al. (J. Biol. Chem. , 276, 28, 26204- 
26210, 2001) ont construit des phages*, recombinants 
exprimant a leur surface une proteine chimerique comprenant 
le peptide transducteur TAT fusionne a l'extremite N- 
terminale de la proteine D du phage, et contenant un gene 
marqueur. lis ont observe, apres incubation de ces phages 
avec des cellules COS-1 en culture, une expression 
intracellulaire du gene marqueur dans une proportion de ces 
cellules pouvant aller jusqu'a 30%. 

II est toutefois generalement considere que l'une 
des limitations majeures des peptides transducteurs 
mentionnes ci-dessus, tels que les penetratines ' ou les 
peptides TAT, reside dans la necessity de coupler par 
liaison (s) covalente(s) le peptide transducteur et le cargo. 

Dans le but de s'affranchir de cette limitation, 
des peptides concus pour se lier par interactions ioniques ou 
hydrophobes soit avec des acides nucleiques soit avec des 
proteines, ont ete construits. L' un de ces peptides, denomme 
MPG, est destine au transport intracellulaire d' acides 
nucleiques (MORRIS et al., Nucl . Acids Res., 2730-2736, 
1997 ; Nucl. Acids Res., 3510-3517, 1999) ; il comprend deux 
regions distinctes, separes par un peptide de liaison : une 
region hydrophobe N-terminale derivee de la sequence signal 
riche en glycine de la proteine gp41 de HIV1, permettant la 
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fusion avec la membrane cellulaire, et une region hydrophile 
derivee de la sequence de localisation nucleaire de 
l'antigene T de SV40, permettant 1' interaction du peptide 
avec l'acide nucleique, et son adressage nucleaire. 

L' autre, denomme Pep-1 (MORRIS et al., Nature 
Biotech, 19, 1173-1176, 2001) est destine au transport de 
proteines. II differe de MPG par la nature de la region 
hydrophobe N-terminale, qui est constitute par une sequence 
nche en tryptophane, destinee a permettre 1' adressage a la 
membrane cellulaire et la formation d' interactions 
hydrophobes avec les proteines. 

Ces deux types de peptides sont egalement decrits 
dans la demande PCT WO 02/10201, qui propose, de maniere 
generale, d'utiliser pour importer des proteines dans des 
cellules vivantes des peptides de 16 a 30 acides amines 
comprenant deux domaines successifs distincts : un domaine 
hydrophobe, contenant 3 a 5 residus tryptophane dont au moins 
une paire Trp-Trp, alternant avec des residus acide 
glutamique et threonine ; un domaine hydrophile contenant 4 
ou 5 residus basiques (lysine ou arginine) consecutifs, ces 
deux domaines etant eventuellement separes par un domaine 
espaceur contenant un residu proline ou un residu glutamine. 
Une importation efficace n'a ete toutefois observee que dans 
le cas des peptides portant en outre un groupe cysteamine. 

Par ailleurs, dans le cadre de travaux sur les 
proprietes des peptides transducteurs de la famille des 
penetratines les Inventeurs ont evalue la capacite de ces 
peptides a importer des cargos de taille importante. Dans ce 
but, xls ont teste 1'un de ces peptides, en utilisant comme 
cargo un phage X. lis ont alors constate non seulement que ce 
peptide etait capable d' importer le phage dans une cellule 
ammale, mais encore que, contrairement a ce que l'on 
supposait jusqu'a present, 1' importation pouvait s'effectuer 
sans qu'il soit necessaire de coupler le peptide et le phage 
par liaison covalente. En outre les Inventeurs ont constate 
que l'efficacite de cette importation etait bien superieure a 
celle observee par EGUCHI et al . avec le peptide transducteur 
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TAT couple par liaison peptidique a l'extremite N-terminale 
de la proteine D du phage X. 

Pour expliquer ces resultats, surprenants au vu 
de la difference de structure entre les penetratines et les 
peptides de la Demande PCT WO 02/10201, les Inventeurs 
proposent l'hypothese suivante : les penetratines ont un 
domaine de transduction capable d' adopter une structure 
secondaire (en helice a ou en feuillet p) amphiphile, 
possedant une face presentant des residus hydrophobes, et une 
face chargee comprenant un residu tryptophane encadre par 2 
residus basiques assurant 1' interaction avec les membranes et 
la formation d'une micelle inverse permettant 
l'internalisation du peptide dans la cellule. Par exemple, 
dans le cas de la penetratine-type pANTP, les residus lie, 
Trp, Phe en positions 3, 14, et 7 de la sequence peptidique,' 
forment dans 1' helice a un triplet hydrophobe ; ce triplet 
hydrophobe est distant de la zone chargee constitute par les 
residus Lys (position 13 de la sequence peptidique) et Arg 
(position 10 de la sequence peptidique), qui dans l'helice a 
encadrent le residu Trp en position 6 de la sequence 
peptidique (DEROSSI et al. J. Biol. Chem, 271, p 18188-18193 
1996) . 

II est suppose que la face hydrophobe du domaine 
de transduction permet la formation d' interactions de force 
suffisante pour assurer une fixation stable du peptide 
transducteur au cargo. L' interaction avec la membrane se 
ferait par la face chargee du domaine de transduction ; le 
Trp encadre par deux acides amines charges peut s'inserer 
dans la membrane, (cette insertion a ete observee par des 
etudes de fluorescence du tryptophane), la destabilisant et 
permettant le passage du vecteur et de son cargo. 

La presente invention a pour objet un procede 
pour preparer une composition permettant d'introduire dans 
une cellule vivante, en particulier une cellule eucaryote, et 
notamment une cellule animale, un cargo constitue par une 
macromolecule ou un assemblage moleculaire (par exemple une 
particule) , de taille inferieure ou egale a environ 1 pm dans 
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sa plus grande dimension, ledit cargo presentant a sa surface 
un ou plusieurs domaines hydrophobes, lequel precede est 
characterise en ce qu'il comprend 1' adsorption sur le ou 
lesdxts domaines hydrophobes, d' au moins un peptide 
transducteur, a 1' exception des peptides decrits dans la 
Demande PCT WO 02/10201. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, ledit cargo est une proteine ou une 
particule possedant une surface de nature proteique. 

II est egalement possible d'utiliser comme cargo 
des liposomes, des nanoparticules, des glycosides, ou toute 
combmaison macromoleculaire naturelle ou art if icielle. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere de 
la presente invention, ledit cargo est generalement de taille 
mferreure ou egale a 500 nm dans sa plus grande dimension. 

Ce C1 englobe par exemple des particules virales 
ou pseudovirales, notamment des particules phagiques. 

* _i 1 Sel ° n SnCOre Un aUtre mode de ^ oeuvre 

prefere de la presente invention, ledit peptide transducteur 
est un peptide de la famille des penetratines. 

On definit ici comme « peptide de la famille des 
penetratxnes " tout peptide comprenant un domaine de 
CaPablS d ' ad °Pter une structure secondaire 
amphxphxle (en helice a ou en feuillet 0) presentant une face 
comprenant des residus hydrophobe permettant 1' interaction 
avec le cargo, et une face permettant 1'interaction avec les 
membranes, comprenant un residu tryptophane encadre de 
resxdus basiques. 

Ceci englobe notamment les penetratines decrites 
dans la demande PCT WO 00/01417, et plus particulierement 
celles comprenant un domaine de transduction defini par 1'une 
aes f ormules ci-apres : 

X 1 -X 2 -X 3 -X 4 -X 5 -X 6 -X 7 -X 8 -X 9 -X 10 -X 11 -X 12 -X 13 -X 14 -X a5 -X 16 (I) 
Xi6-X 15 -X 14 -X 13 -X 12 -X 11 -X 10 -X 9 -X 8 -X v -X 6 -X 5 -X 4 -X3-X 2 -X 1 (la) 

dans laquelle x 6 represente un residu 
tryptophane, Xl , x 2 , x 4 , x 9 , x 15 , x 16 , sent des acides amines 
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non-hydrophobes et X 3 , X 7 , et X 14 , sont des acides " amines 
hydrophobes. 

Des domaines de transduction particulierement 
pre£6res pour la mise en ceuvre de la presente invention sont 
ceux dans lesquels X 10 et X 13 sont des acides amines basiques. 

On peut egalement utiliser des derives de 
P 6netratines, par exemple certaines des penetratines 
tronquees ou substituees decrites dans la Demande PCT 
WO 00/01417, ou la Demande PCT WO 00/29427. 

On peut aussi utiliser un peptide transducteur 
comprenant, outre le domaine de transduction, un ou plusieurs 
autres domaines fonctionnels ; a titre d' exemple, on citera 
les peptides comprenant un domaine de transduction et une 
sequence d' export nucleaire decrits dans la Demande PCT 
WO 02/39947. 

L' adsorption du peptide transducteur s'effectue 
de maniere simple, par incubation pendant au moins 15 
minutes, de preference pendant 30 a 60 minutes, dudit peptide 
transducteur avec le cargo. 

1/ incubation peut s'effectuer ex vivo ou in vivo, 
dans une gamme de temperatures tres large, generalement 
comprise entre 15 et 40°C. On operera de preference a 
temperature ambiante, c'est-a-dire aux environs de 20 a 25°C, 
ou aux temperatures physiologiques (aux environs de 37 °c) ' 
dans un milieu a P H neutre ; il peu t s'agir par exemple d'un 
milxeu de culture pour cellules, ou d'une solution de NaCl 
(9 g/1). 

Le rapport molaire peptide transducteur/cargo 
dans le milieu d' incubation depend notamment de la taille du 
cargo, par exemple, dans le cas d'un bacteriophage, on peut 
utiliser un rapport molaire correspondant a 1.000 a 500.000 
molecules de peptide par bacteriophage. 

La presente invention a 6galement pour objet une 
composition comprenant un cargo a la surface duquel est 
adsorbe un peptide transducteur, susceptible d'etre obtenue 
par le procede conforme a 1' invention. 
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Les compositions conformes a 1 ' invention peuvent 
etre utilisees immediatement apres leur preparation ; le cas 
echeant, elles peuvent egalement etre conservees pendant au 
moins 3 jours dans le milieu d' incubation, a des temperatures 
comprises entre 4°C et 37 °C environ. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation de compositions conformes a 1' invention pour 
xntroduire un cargo, tel que defini ci-dessus, dans une 
cellule vivante. 

En particulier la presente invention a ainsi pour 
ob 3 et un precede pour introduire un cargo dans une cellule 
vivante, caracterise en ce qu'il comprend la mise en contact 
de ladxte cellule avec une composition conforme a 1' invention 
comprenant ledit cargo. 

Le precede conforme a 1' invention pent etre mis 
en ceuvre sur des cellules en culture, par addition a la 
culture d'une composition conforme a 1' invention, et 
incubation pendant 1 a 14 heures, de preference pendant 2 a 6 
heures . 

De preference, la composition conforme a 
1' invention est utilisee a raison de 10.000 a 20.000 
complexes cargo /peptide transducteur par cellule. 

Le precede conforme a 1 ' invention peut egalement 
etre mis en oeuvre in vivo, par exemple par injection d'une 
composition conforme a 1' invention a un animal. 

La presente invention a egalement pour objet 
1' utilisation d'une composition conforme a 1 ■ invention pour 
l'obtention d'un medicament, et en particulier en tant que 
vecteur d'un principe actif constitue par le cargo ou contenu 
dans celui-ci. 

La present e invention presente l'avantage de 
permettre d' introduire dans des cellules vivantes tout cargo 
hydrophobe ou dont la surface presente au moins un domaine 
hydrophobe, sans qu'il soit necessaire d'effectuer un 
couplage prealable par liaison covalente entre le cargo et le 
peptide transducteur. La presente invention presente un 
mteret tout particulier pour introduire dans des cellules 
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vivantes des particules virales ou pseudovirales, notamment 
des bacteriophages, renfermant des polynucleotides d' inter et 
que l'on souhaite exprimer dans lesdites cellules. 

. Ces particules peuvent ainsi etre utilisees par 
exemple comme vecteurs de therapie genique, in vivo ou ex 
vivo. On peut egalement preparer des compositions conformes a 
1' invention a partir de banques de phages contenant des 
polynucleotides codant pour des polypeptides divers, 
susceptibles de modifier le comportement de certaines 
cellules (migration, proliferation, dif f erenciation, etc.), 
et utiliser ces compositions pour faire entrer ces banques de 
phages dans des tissus, en culture ou in vivo, et identifier 
des sequences regulatrices de ces comportement s . 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s, illustrant la mise en 
ceuvre de la presente invention, pour introduire des phages 
dans des cellules vivantes. 

EXEMPLE 1 : ADSORPTION D'UN PEPTIDE TRANSDUCTEUR SUR DES 
BACTERIOPHAGES LAMDA 

Preparation des phages : 

Le gene de la proteine autof luorescente EGFP 
(CLONTECH) ou celui de 1 ' homeoproteine En2 (Engrailed2) de 
poulet (LOGAN et al . , 1992, Dev Genetics 13: 345-358) ont ete 
places sous le contr61e du promoteur CMV et en amont de la 
sequence de polyadenylation de SV4 0, dans un plasmide derive 
de pBK-CMV (STRATAGENE) possedant un site EcoRI unique en 
amont du promoteur CMV, et un site Sail unique en aval du 
signal de polyadenylation. 

La fonctionnalite de ces constructions a ete 
verifiee par electroporation et expression transitoire en 
cellules COS, et detection de 1 ' autof luorescence de la GFP ou 
detection immunocytochimique de la proteine Engrailed 2 a 
l'aide d'un anticorps polyclonal dirige contre cette proteine 
(don du Dr S. SAULE, UMR 146, Institut Curie, Orsay; ). 
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Le fragment encadre par les deux sites uniques 
(EcoRI et Sail) a ensuite ete transfere dans le genome du 
Phage Lambda-ZAP (STRATAGENE) , entre les sites EcoRI et Xhol, 
et 1 1 ADN recombinant a ete encapside in vitro a 1'aide des 
reactifs GIGAPACK PLUS (STRATAGENE). Les phages resultants 
(respectivement denommes Lambda-ZAP-GFP et Lambda-ZAP-En2 ) 
ont permis 1' infection de bacteries competentes (souche 
XLlBlue-MRF', STRATAGENE), puis ont ete titres et stockes 
apres un premier tour d' amplification. Pour controler la 
qualite des recombinants obtenus, les phagemides internes aux 
genomes des phages Lambda recombinants ont ete excises 
automat iquement par co-infection de bacteries XLlBlue-MRF ' 
avec un phage auxilliaire (ExAssist, STRATAGENE). Apres 
culture en milieu liquide, les bacteries encore vivantes et 
les virions Lambda sont detruits par chauffage, et on 
recupere les phages filamenteux recombinants. Les formes 
plasmidiques de ces phagemides recombinants sont recuperees 
apres infection de bacteries non permissives pour la 
replication du phage filamenteux (souche SOLR, STRATAGENE) 
et l'integrite fonctionnelle des plasmides excises est- 
venfiee par electroporation dans les cellules COS. Apres 
cette verification, les phages Lambda recombinants sont 
amplifies pour atteindre un titre d'au moins 10 11 particules 
par ml, puis concentres au PEG, dialyses centre du PBS 
additionne de Ca ++ et de Mg ++ , et stockes a 4°C. 
Adsorption du pe ptide transducteur : 

Le peptide transducteur utilise est une 
penetratine de sequence : 

RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:l) 

correspondant a l'helice 3 du peptide pAntp 
(homeodomaine de la proteine Antennapedia de drosophile) . 

La penetratine biotinylee est melangee aux phages 
recombinants, a raison de 10 ug de peptide pour 10* 
partxcules phagiques, dans 50 a 100 pi de milieu approprie 
(milieu DMEM/F12 (1:1) ou PBS -Dulbecco) . Le melange est 
mcube a temperature de la piece pendant 30 min. 
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EXEMPLE 2 : INTRODUCTION DE PHAGES DANS DBS CELLULES EN 
CULTURE 

Les cellules utilisees sont des cellules 
epitheliales de rein de chien (MDCK) . 

Les phages utilises sont marques au fluorochrome 
Cy3 (AMERSHAM) par liaison covalente du fluorochrome aux 
proteoses de capside, selon les instructions du fabricant 
lis sont ensuite incubes en presence de penetratine, comme 
decrxt a 1'exemple 1 ci-dessus. A titre de controle negatif, 
on utilise des phages marques au fluorochrome Cy3, incubes 
dans les memes conditions en 1' absence de penetratine. 

La preparation phages/penetratine, ou la 
preparation temoin est ajoutee au milieu de culture ou de 
suspension des cellules (selon que les cellules traitees ont 
deua ete ensemencees ou qu'elles viennent d'etre dissociees) 
a raison de 10.000 phages/cellule, et laissee au contact des 
cellules pendant 4 heures . 

Les cellules sont ensuite lavees et remises en 
culture dans du milieu frais, puis fixees dans du 
paraformaldehyde 4% en PBS durant 10 min a temperature 
ambrante, rincees en PBS et montees dans du milieu de montage 
pour specimens fluorescents DAKO contenant lug/ml de DAPI 
(4'-6-diamidino-2-phenylindole). Elles sont ensuite observees 
sous un microscope confocal a epif luorescence type Leica TCS 
Les images sont analysees et traitees a 1'aide du logiciel 
PHOTOSHOP d' Adobe. 

Les resultats sont illustres par la Figure 1 : 
Figure 1 A : preparation temoin avec phage sans 

penetratine 

Figure 1 B .- preparation phage/penetratine 
On observe une importante fluorescence 
intracellular che Z les cellules ayant recu la preparation 
Phages/penetratine. En revanche, dans le cas des cellules 
n' ayant recu que la preparation de phages, aucune 
fluorescence n'est observee. 
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EXEMPLE 3: INTRODUCTION DE PHAGES LAMBDA IN VIVO DANS DBS 
CELLULES DE CERVEAU DE SOURIS 

Differentes preparations phages/penetratine 
(phages recombinants exprimant la GFP ; phages recombinants 
exprimant En2 ; phages marques au fluorochrome Cy3) sont 
administrees a des souris adultes par infusion dans le 
ventricule lateral du cerveau. 

^ A J-l avant 1' infusion, les phages (solution a 

6,5.10 pfu/ul) sont dialyses contre du NaCl 0,9% contenant 
10 mM de MgC12 (pour la stabilite du phage) a 4°C durant la 
nuit. Le jour de l'infusion, on realise le melange 
phage/penetratine : 70pl de la solution de phages dialyses 
contre du NaCl 0,9% (soit 6,5.10 10 pfu) + 3 pl de Nacl 9% + 
27 pi de la solution stock de penetratine (soit 162 pg) , soit 
environ 5 x 10 5 molecules de penetratine par particule de 
Phage. lOOpl de melange sont charges dans une micro-pompe 
osmotique (ALZET 1003D) reliee par un catheter a une canule 
qui sera implantee dans le ventricule lateral. L' ensemble de 
la micro-pompe est plonge dans du NaCl 0,9% a 37°C pendant 4 
heures afin d'en amorcer le debit. 

Les pompes sont placees dans une poche sous- 
cutanee au niveau de la region scapulaire de 1' animal, et la 
canule implantee dans le ventricule lateral du cerveau selon 
les coordonnees stereotaxiques suivantes : lateral 0,8 mm, 
antero-posterieur 0mm, dorso-ventral 2mm par rapport au 
Bregma du crane pris comme origine des coordonnees. 

L'infusion est effectuee durant trois jours a un 
debit de lul/heure. Les animaux infuses sont ensuite 
euthanasies par anesthesie suivie d'une perfusion 
mtracardiaque de paraformaldehyde 4% en PBS ; les cerveaux 
sont preleves et post-fixes la nuit a 4°C dans ce fixateur. 
Le lendemain, ils sont decoupes au vibratome en coupes 
frontales de 50pm d'epaisseur. 

Les coupes sont soit observees immediatement 
apres montage dans du milieu de montage (DAKO+DAPI) dans le 
cas d'une fluorescence directe (GFP ou CY3) , soit utilisees 
pour ^immunodetection de la proteine heterologue exprimee 
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par le phage (dans le cas du phage exprimant la GFP ou En2) . 
La penetratine est detectee par une streptavidine couplee au 
fluorochrome Cy3 (IMMUNOTECH) 

Pour 1' immunodetection, et/ou la detection de la 
penetratine, les coupes sont preincubees environ une heure 
dans du tampon PBS 5% SVF 0,25% Triton X-100 (PBST) a 
temperature ambiante. Les anticorps sont dilues dans le meme 
tampon, au 1/5000 pour 1' anticorps polyclonal anti-En2, et au 
1/500 pour l'anticorps polyclonal l'anti-GFP (SANTA-CRUZ), et 
incubes avec les coupes la nuit a 4°C. Les coupes sont 
ensuite rincees 3xl5min dans du tampon PBS ; un anticorps 
secondaire fluorescent anti-immunoglobulines de lapin couple 
au FITC ( JACKSON ) est ensuite ajoute apres dilution au 
l/500eme en PBST. 

Pour la detection de la penetratine, la 
streptavidine fluorescente est diluee au l/500eme dans le 
PBST. 

Apres incubation d'une heure a temperature 
ambiante, et trois rincages de 15 min dans du PBS, les coupes 
sont montees en milieu DAKO+DAPI, et observees en microscopie 
confocale a epif luroescence . 

Les resultats sont illustres par les Figures 2 

et 3 : 

Les figures 2 A et 2 B represented des marquages 
sur des coupes frontales de 50um d'epaisseur. 

Figure 2 A : Detection de phage cy3 dans le 
parenchyme cerebral d'une souris adulte apres infusion du 
melange penetratine/phage dans le ventricule lateral. 

Figure 2 B : detection d'une fluorescence GFP 
dans le parenchyme cerebral d'une souris. adulte apres 
infusion du melange penetratine/phage GFP dans le ventricule 
lateral 

Figure 3 : Colocalisation de la proteine 
engrailed 2 et de la penetratine dans le parenchyme cerebral 
d'une souris adulte apres infusion du melange 
penetratine/phage codant pour En 2. 
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Figure 3 A : immunodetection de la proteine 
Engrailed 2 codee par le phage 

Figure 3 B : detection sur la meme coupe de la 
penetratine a l'aide de streptavidine fluorescente 

Les figures 3 D et 3 E sont respectivement des 
agrandissements des figures 3 A et 3 B 
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RE VEN D I CAT I ON S 
1) Procede pour preparer une composition 
permettant d' introduire dans une cellule vivante, un cargo 
constitue par une macromolecule ou un assemblage moleculaire 
de taille inferieure ou egale a environ 1 m dans sa plus 
grande dimension et presentant a sa surface un ou plusieurs 
domaines hydrophobes, lequel procede est caracterise en ce 
qu'il comprend 1' adsorption sur le ou lesdits domaines 
hydrophobes, d' au moins un peptide transducteur, a 
1' exception des peptides transducteurs de 16 a 30 acides 
amines comprenant un domaine hydrophobe contenant 3 a 5 
residus tryptophane dont au moins une paire Trp-Trp, 
alternant avec des residus acide glutamique et threonine, et 
un domaine hydrophile contenant 4 ou 5 residus basiques 
consecutif s. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le cargo est une proteine ou une particule 
possedant une surface de nature proteique. 

3) Procede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que le cargo est une particule virale ou pseudovirale. 

4) Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que le cargo est un bacteriophage. 

5) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que le peptide 
transducteur est un peptide de la f ami lie des penetratines . 

6) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que 1' adsorption du 
peptide transducteur est effectuee par incubation pendant au 
moins 15 minutes dudit peptide transducteur avec le cargo. 

7) Composition comprenant un cargo a la surface 
duquel est adsorbe un peptide transducteur, susceptible 
d'etre obtenue par un procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 6. 

8) Utilisation d'une composition selon la 
revendication 7 pour introduire ledit cargo dans une cellule 
vivante en culture. 
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9) Utilisation d' une composition selon l a 
revendication 7 pour 1'obtention d'un medicament. 
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